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Neue Protein-Polykat ion -Kon jugate 


Die Erfindung betrifft neue Protein-Polykation- 
Kon jugate fur den Transport von zu Polykationen affinen 
Verbindungen, insbesondere NukleinsSuren, in 
menschliche oder tierische Zellen. 

Nukleins&uren als therapeutisch wirksame Substanzen 
haben in den letzten Jahren zunehmend an Bedeutung 
gewonnen . 

Ant i sense RNAs und -DNAs haben sich als wirksame Mittel 
fur die selektive Inhibierung bestimmter Gensequenzen 
erwiesen- Ihre Wirkungsweise ermoglicht ihre Anwendung 
als Therapeutika zur Blockierung der Expression 
bestimmter Gene (wie deregulierter Onkogene oder 
viraler Gene) in vivo. Es wurde bereits gezeigt, daB 
kurze Antisense- Oligonukleotide in Zellen importiert 
werden und dort ihre inhibierende Wirkung ausOben 
kGnnen ( Zamecnik et al., 1986), wenngleich ihre 
intrazellulare Konzentration, u.a. wegen ihrer 
beschrankten Aufnahme durch die Zellmembran auf Grund 
der starken negativen Ladung der Nukleins&uren, gering 
ist . 

Ein weiterer Ansatz zur selektiven Inhibierung von 
Genen besteht in der Anwendung von Ribozymen. Auch hier 
besteht das Bedurfnis, eine mbglichst hohe 
Konzentration von aktiven Ribozymen in der Zelle zu 
gewahrleisten, wofur der Transport in die Zelle einer 
der limitierenden Faktoren ist. 

Es wurden bereits mehrere LSsungen vorgeschlagen, den 
Transport von Nukleinsauren in lebende Zellen, der bei 
deren therapeutischer Anwendung einen der limitierenden 
Faktoren darstellt, zu verbessern. 


Einer dieser Ltfsungswege besteht in direkten 
Modif ikationen der Nukleinsauren, z.B. durch 
Substitution der geladenen Phosphodiestergruppen durch 
ungeladene Gruppen. Eine weitere MOglichkeit der 
direkten Modi fikat ion besteht in der Verwendung von 
Nukleosidanalogen . 

Wenn auch einige dieser Vorschlage einen grundsatzlich 
vielversprechenden Ansatz der Losung des Problems 
darstellen, weisen sie doch verschiedene Nachteile auf , 
z.B. geringere Bindung an das Zielmolekiil, geringere 
Hemmwirkung, m5gliche Toxizitat. 

Ein alternativer Ansatz zur direkten Modifikation der 
Oligonukleotide besteht darin, das Oligonukleotid als 
solches unverandert zu belassen und mit einer Gruppe zu 
versehen, die ihm die aufgestrebten Eigenschaf ten 
verleiht, z.B. mit Molekulen, die den Transport in die 
Zelle erleichtern. 

Bedarf an einem effizienten System fur das Einfiihren 
von Nukleinsaure in lebende Zellen besteht auSerdem im 
Rahmen der Gentherapie. Dabei werden Gene in Zellen 
eingeschleust , urn in vivo die Synthese therapeutisch 
wirksamer Genprodukte zu erzielen, z.B- um im Falle 
eines genetischen Defekts das fehlende Gen zu ersetzen. 
Beispiele fur weitere Anwendungsmoglichkeiten sind 
genetisch bedingte Erkrankungen, bei denen die 
Gentherapie einen erf olgversprechenden Ansatz 
darstellt, sind Hamophilie, beta-Thalessemie und 
"Severe Combined Immune Deficiency "( SCID ) , ein Syndrom, 
das durch einen genetisch bedingten Mangel des Enzyms 
Adenosindeaminase hervorgeruf en wird. Die "klassische" 
Gentherapie beruht auf dem Prinzip, durch eine 
einmalige Behandlung eine dauernde Heilung zu erzielen. 
Daneben besteht jedoch Bedarf an Behandlungsmethoden, 


bei denen die therapeutisch wirksame DNA (oder auch 
mRNA) wie ein Medikament ( "Gentherapeutikum" ) je nach 
Bedarf einmalig oder wiederholt verabreicht wird. 
Anwendung smog lichkei ten fiir dieses Prinzip bestehen bei 
der Immunregulation, wobei durch Verabreichung 
funktioneller Nukleins&ure, die fUr ein sekretiertes 
Protein-Antigen oder ftir ein nicht-sekretiertes 
Protein- Antigen kodiert, mittels einer Impfung eine 
humorale oder intrazelluiare Immunit&t erzielt wird. 
Beispiele filr genetische Defekte, bei denen eine 
Verabreichung von NukleinsSure, die fiir das defekte Gen 
kodiert, in individuell auf den Bedarf abgestimmter 
Form verabreicht werden kann, sind Muskeldystrophie 
( Dystrophin-Gen ) , Cystische Fibrose ( Transmembran- 
Regulations-Gen) , Hypercholesterolamie ( HDL-Rezeptor- 
Gen). Gentherapeutische Behandlungsmethoden sind 
weiters potentiell dann von Bedeutung, wenn Hormone, 
Wachstumsf aktoren oder cytotoxisch oder 
immunmodulierend wirkende Proteine im Organismus 
synthetisiert werden sollen. 

Die bisher am weitesten f ortgeschrittenen Technologien 
fUr die Anwendung von Nukleinsauren im Rahmen der 
Gentherapie benutzen retrovirale Systeme fiir den 
Transfer von Genen in die Zelle (Wilson et al., 1990, 
Kasid et al., 1990). Die Verwendung von Retroviren ist 
jedoch problematisch, weil sie, zumindest zu einem 
geringen Prozentsatz, die Gefahr von Nebenwirkungen wie 
Infektion mit dem Virus (durch Rekombination mit 
endogenen Viren und mogliche anschlieBende Mutation zur 
pathogenen Form) oder Entstehung von Krebs in sich 
birgt. AuBerdem ist die stabile Transformation der 
somatischen Zellen des Patienten, wie sie mit Hilfe von 
Retroviren erzielt wird, nicht in jedem Fall 
wtlnschenswert, weil dadurch die Behandlung, z.B. bei 


Auftreten von Nebenef f ekten, nur mehr schwierig 
riickgangig gemacht werden kann. 

Es wurde daher nach alternativen Methoden gesucht, um 
die Expression von nicht-replizierender DNA in der 
Zelle zu ermoglichen. 

Fur die Gentrans format ion von Saugetierzellen in vitro 
sind verschiedene Techniken bekannt, deren 
Anwendbarkeit in vivo jedoch beschrSnkt ist (dazu 
zahlen das Einbringen von DNA mittels Liposomen, 
Elektroporation, Mikroinjektion, Zellfusion, 
DEAE-Dextran oder die Calciumphosphat- 
PrSzipitationsmethode ) . 

Neuere Bestrebungen, Methoden fur den in vivo 
Gentrans fer zu entwickeln, konzentrieren sich auf die 
Verwendung des kationischen Lipidreagens Lipofektin, 
von dem gezeigt werden konnte, daB ein mit Hilfe dieses 
Reagens injiziertes Plasmid im Organismus exprimiert 
wird (Nabel et al . , 1990). 

Eine weitere kiirzlich entwickelte Methode benutzt 
Mikropartikel aus Wolfram oder Gold, an denen DNA 
absorbiert ist, mit denen die Zelle mit hoher Energie 
beschossen werden (Johnston, 1990, Yang et al., 1990). 
Expression der DNA konnte in verschiedenen Geweben 
nachgewiesen werden. 

Ein in vivo anwendbares losliches System, das DNA 
zielgerichtet in die Zellen beffirdert, wurde fur 
Hepatozyten entwickelt und beruht auf dem Prinzip, 
Polylysin an ein Glykoprotein, auf das ein an der 
Hepatozytenoberf l&che vorhandener Rezeptor anspricht, 
zu koppeln und daraufhin durch Zugabe von DNA einen 
loslichen Glykoprotein/Polylysin/DNA-Komplex zu bilden, 
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der in die Zelle aufgenommen wird und nach Aufnahme des 
Komplexes in die Zelle die Expression der DNA-Sequenz 
ermoglicht (G.Y. Wu, C.H. wu, 1987). 

Dieses System 1st spezifisch fur Hepatozyten und wird 
hinsichtlich seiner Funktion durch den relativ gut 
charakterisierten Aufnahmemechanismus durch den 
Asiologlykoproteinrezeptor def iniert . 

Ein breiter anwendbares, effizientes Transportsystem 
benutzt den Transferrinrezeptor filr die Aufnahme von 
NukleinsSuren in die Zelle mittels Transf errrin- 
Polykation-Konjugaten. Dieses System ist Gegenstand der 
Europaischen Patentanmeldung Al 388.758. Es konnte 
gezeigt werden, daB Transf errin-Polykation/DNA-Komplexe 
effizient in lebende Zellen aufgenommen und 
internalisiert werden, wobei als Polykationanteil der 
Komplexe Polylysin verschiedenen Polymerisationsgrades 
und Protamin verwendet wurden. Mit Hilfe dieses Systems 
wurde u.a. ein das erbB-Onkogen inhibierendes 
Ribozymgen in erbB-transf ormierte Hiihnerzellen 
eingebracht und die erbB inhibierende Wirkung 
nachgewiesen . 

Der vorliegenden Erfindung lag die Aufgabe zugrunde, 
ein System bereitzustellen, mit Hilfe dessen ein 
selektiver Transport von Nukleinsauren in hohere 
eukyrotische Zellen, insbesondere Zellen der T-Zell- 
Abstammungslinie ( "T-cell lineage" ) erm6glicht wird. 
( Im folgenden werden Zellen der T-Zell-Abstammungslinie 
der Einfachheit halber als T-Zellen bezeichnet. 
Darunter sind Vorlauf er-T-Zellen sowie die daraus 
diversif izierenden Linien einschlieSlich der reifen 
T-Zellen zu verstehen) . 
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T-Lymphozyten (T-Zellen) dif ferenzieren im Thymus* Eine 
ihrer Aufgaben ist die Unterstutzung der B-Zellen bei 
der Antigenantwort. Eines der Char akter ist ika von 
T-Zellen ist, daB sie kein freies Antigen erkennen, 
sondern Fragmente von Antigenen. T-Zellen erkennen ein 
solches Peptid-Antigen-Fragment auf der Oberfiache von 
Zielzellen durch einen T-Zell-Antigenrezeptor (TCR), 
der mit einem an ein MHC (major histocompatibility 
complex )-Molekiil gebundenen Antigen in Wechselwirkung 
tritt. Die spezifische Antigenerkennung erfordert die 
Mitwirkung eines weiteren Rezeptors, CD4 oder CD8, mit 
nicht-polymorphen Regionen von MHC- Dieses 
Zusammenwirken von TCR und entweder CD4 oder CD 8 mit 
einem MHC-Molekiil auf Zielzellen ist fiir die Ausbildung 
der spezifischen F&higkeiten von T-Zellen wahrend der 
thymischen Entwicklung er f order lich und erlaubt die 
antigenspezif ische Aktivierung reifer T-Zellen. 
T-Zellen, die mit Klasse I MHC MolekUlen assoziiertes 
Antigen erkennen (vorwiegend Killerzellen ) , exprimieren 
CD8; Zellen, die Klasse II-assoziierte Antigene 
erkennen (vorwiegend Helf erzellen ) , exprimieren CD4. 
Aufgaben von CD4+-Zellen im Rahmen der Immunantwort 
sind neben der Induktion der B-Zell f unktion die 
Aktivierung von Makrophagen, die Sekretion von 
Wachstums- und Dif ferenzierungsf aktoren fur lymphoide 
Zellen, die Sekretion von Faktoren, die nicht-lymphoide 
Zellf unktionen induzieren, die Induktion der 
Suppressor-, der NK- und der cytotoxischen 
T-Zellfunktion (Fauci, 1988}* 

Neben seiner wichtigen Rolle bei der Inununerkennung 
spielt CD4, ein Glykoprotein mit einem Molekulargewicht 
von 55.000, das auBer auf T-Zellen auch in geringerem 
AusmaB auf Monozyten/Makrophagen vorhanden ist, eine 
entscheidende Rolle bei der Infektion mit dem HIV- 
Virus, indem es als Rezeptor fiir das Virus fungiert. 
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HIV ist der Erreger von AIDS ( "acquired 
immunodef iciency syndrome"), einer schweren Erkrankung, 
die mit einer progressiven und irreversiblen Schadigung 
des Immunsystems einhergeht. Diese wird vor allem durch 
eine selektive Verringerung von CD4+-T-Zellen 
hervorgeruf en . 

Seit seiner Entdeckung wurde das HIV-Virus eingehend 
hinsichtlich seiner molekularen Biologie, seiner 
Inf ektiositat und der Mechanismen der Pathogenese 
untersucht . 

HIV ist ein RNA-Retrovirus, das urspriinglich HTLV-III, 
LAV Oder ARV bezeichnet wurde. Das f ruber als HIV 
bezeichnete Virus wird derzeit hSufig auch als HIV-1 
bezeichnet, um es von einem in westaf rikanischen 
Patienten nachgewiesenen Virus (HIV- 2) zu 
unterscheiden, das Verwandtschaf t zum SIV- Virus 
aufweist und ein von AIDS nicht unterscheidbares 
Krankheitsbild verursacht. 

Das HIV-Virusgenom ist gut charaktierisiert . Es weist 
eine Lange von ca. 10 kb auf und umfaBt die 
f lankierenden LTR ("long terminal repeat") Sequenzen, 
die regulatorische Sequenzen fur die Replikation 
enthalten, sowie mindestens neun Gene. Diese Gene 
umfassen nicht nur die alien replikationsf ahigen Viren 
gemeinsamen gag, pol und env-Gene, sondern auch Gene, 
die an der Reifung und Morphogenese beteiligt sind 
(vpu und vif), Gene, beteiligt an der Regulation der 
Virusreplikation (tat, rev und nef) und ein Gen 
unbekannter Funktion (vpr). Das tat-Gen spielt eine 
wichtige Rolle bei der Amplif ikation der 
Virusreplikation, indem es fur ein Protein mit 
trans-Aktivatorf unktion fur die HIV-Genexpression 
kodiert . 


Nach seiner Bindung an das CD4-Molekiil, das fur HIV ein 
Rezeptor mit hoher Affinitat ist (Dalgleish et al., 
1984; Klatzmann et al., 1984; McDougal et al., 1986), 
wird das Virus in die Zelle aufgenonunen und von seiner 
HUlle befreit. Zum Ablauf dieses Vorganges existieren 
widerspriichliche Ansichten. Es wurde u.a. 
vorgeschlagen, daB bei diesem Vorgang Rezeptor- 
vermittelte Endozytose eine Rolle spielt (Maddon et 
al., 1986; Pauza und Price, 1988). Dagegen spricht 
jedoch die Beobachtung , daB fur den Eintritt des Virus 
in die Zelle die Fusion des transmembranen Teils (gp41) 
der Virushillle mit der Zellmembran unabhSngig vora 
pH-Wert erforderlich ist (Stein et al., 1987), Welters 
vrurde beobachtet, daB humanes CD4 exprimierende 
Mauszellen trotz Bindung des Virus an die Zelle nicht 
produktiv infiziert werden konnen. Dieses Ergebnis kann 
so interpretiert werden, daB auBer CD4 gegebenenf alls 
noch andere Proteine auf humanen CD4 + -Zellen fUr die 
Internallsier ng des Virus mitverantwortlich sind. 

Die Bindung des HIV-Virus an das CD4-Molekiil erfolgt 
uber das Virus-Hullprotein ( env ) . 

Das Primarprodukt des env-Gens, gpl60, ist ein 
Precursor, dessen Spaltung (wShrend der Reifung auf dem 
Weg durch das ER und den Golgi-Apparat ) die 
Virionproteine gp!20 und gp41 ergibt. Die Spaltung von 
gpl60 ist fur die Fusion des Virus mit der Zelle und 
fur die Inf ektiositat erforderlich. gpl20 ist das 
SuBere Hull -Glycoprotein und auf der AuBenseite der 
Membran infizierter Zellen und von Viruspartikeln 
vorhanden. Es weist keine Membran- Verankerungsdom&ne 
auf und bleibt mit der Membran ausschlieBlich durch 
nichtkovalente Bindung mit gp41 verbunden. 
gpl20 enthait die fur die Bindung des Virus an den 
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Rezeptor wesentliche Determinante. Die hochaffine 
Bindung zwischen dem Virus und der Zellmembran wird 
durch Wechselwirkung zwischen einem Abschnitt von 
40 Aminos&uren am C-Terminus von gpl20 und einer DomSne 
nahe dem N-Terminus von CD4 vermittelt. Wenn auch 
zwischen den verschiedenen HlV-Stammen erhebliche 
Unterschiede in den gpl20 Sequenzen bestehen, sind die 
CD4-Bindungsdomanen zwischen HIV-1, HIV-2 und den 
verwandten SIV-Viren konserviert. Es wurden 
proteolytische Fragmente von 95 und 25 kDa isoliert, 
die of fensichtlich domanenartige Unterteilungen von 
gpl20 darstellen und an CD4 in gleicher Weise zu binden 
vermOgen wie das ursprtfngliche gp!20 (Nygren et al., 
1988). 

Uber den Ablauf des Fusionsvorganges gibt es 
verschiedene Theorien; unbestritten ist jedoch die 
Schltisselrolle von gp41 fiir diesen Vorgang. gp41 weist 
eine hydrophobe Seguenz mit starker Homologie zu 
Fusionssequenzen am N-Terminus von Transmembran- 
Proteinen anderer Viren auf. Es wurde beobachtet, daB 
die env-Proteine ein Oligomeres bilden, wobei 
moglicherweise ein allosterisches Rearrangement des 
Oligomeren auf der Virusmembran das Einbringen des 
gp41-N-Terminus in die Ziel-Zellmembran und die Fusion 
fordert (derselbe Effekt wird fur die Syncitienbildung 
zwischen infizierten Zellen verantwortlich gemacht ) . 

Einer der als aussichtsreich angesehenen Ansatze, die 
HIV-Inf ektion zu blockieren, ist die Neutralisierung 
durch eine lc-sliche, sekretierte Form des CD4 -Antigens 
(Smith et al.; 1987), die um die Bindung an gpl20 
konkurriert . 

Eine therapeutische Moglichkeit, nach bereits erfolgter 
HIV-Inf ektion des Organismus die noch nicht infizierten 
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Zellen zu schiitzen bzw. die Aktivierung des latenten 
Virus in den befallenden Zellen zu verhindern, besteht 
in der Verabreichung von die Virusreplikation 
inhibierenden Nukleinsauremolekiilen . 

Fiir derartige therapeutische Anwendungen von 
Nukleinsauren ist deren effiziente Aufnahme in die 
Zelle erf orderlich. 

Es wurde Uberraschend festgestellt, daS Proteine, die 
an ein Zelloberf ISchenprotein binden, das von T-Zellen 
exprimiert wird, fiir den Transport von Nukleinsauren in 
Zellen, die das Zelloberf ISchenprotein exprimieren, 
herangezogen werden konnen, wenn sie mit Polykationen 
konjugiert werden. 

Es wurde festgestellt, daB der vom HIV-Virus bei der 
Infektion benutzte Rezeptor, CD4, fiir den Transport von 
NukleinsMure in die Zelle ausgenutzt werden kann, indem 
die zu importierende NukleinsSure mit einem 
Protein-Polykation-Konjugat komplexiert wird, dessen 
Proteinanteil ein Protein mit der FShigkeit ist, an 
CD4 zu binden, und CD4 exprimierende Zellen mit den 
erhaltenen Protein-Polykation/DNA-Komplexen in 
Beriihrung gebracht werden. 

Weiters konnte gezeigt werden, daS mit Hilfe von 
Antikorper-Polykation-Konjugaten, enthaltend einen 
Antikorper gegen CD7, DNA in Zellen der 
T-Zell-Abstammungslinie ( "T-cell lineage" ) eingeftthrt 
und in diesen Zellen exprimiert wird. (CD7 ist ein 
Zelloberf l&chenpotein mit derzeit noch unbekannter 
physiologischer Rolle, das auf Thymocyten und reifen 
T-Zellen nachgewiesen wurde. CD7 ist ein verlaBlicher 
Marker fiir die akute T-ZellenleukSmie (Aruffo und Seed, 
1987). 
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Im Rahmen der vorliegenden Erfindung konnte somit 
anhand von Protein-Polykation-Konjugaten mit 
verschiedenen Proteinen, denen die Fahigkeit gemeinsam 
1st, an T-Zelloberf lachenproteine zu binden, 
nachgewiesen werden, daB mit Hilfe solcher Konjugate in 
Zellen, die das jeweilige T-Zell-Oberf lachenantigen 
exprimieren, Internalisierung und Expression von 
DNA erzielt werden kann. 

Die Erfindung betrif ft somit neue Protein-Polykation- 
Konjugate^ die befahigt sind, mit Nukleinsauren oder 
Nukleinsalireanalogen Komplexe zu bilden, wobei der 
Proteinanteil ein Protein mit der Fahigkeit ist, an ein 
Zelloberf lachenprotein, das von T-Zellen exprimiert 
wird, zu binden, so daB die gebildeten Komplexe in 
Zellen, das Zelloberf lachenprotein exprimieren, 
insbesondere T-Zellen, aufgenommen werden. 

Im folgenden werden Proteine bzw. Fragmente davon mit 
der Fahigkeit, an Zelloberf lachenproteine von T-Zellen 
zu binden, als T-Zell-bindende Proteine (TZBPs) 
bezeichnet . 

Vertreter von Proteinen mit der Fahigkeit zur Bindung 
an CD 4 (bzw. CD7 ) werden als "CD4 (CD7) bindendes 
Protein" oder "CD4BP ( CD7BP ) " bezeichnet. 

Gegenstand der Erfindung sind welters TZ8P- 
Polykation/Nukleinsaure-Komplexe , in denen die 
erf indungsgemaBen Kon jugate mit einer in die 
Zielzellen, die das T-Zelloberf lachenantigen 
exprimieren, an das das TZBP bindet, zu 
transportierenden Nukleinsaure komplexiert ist. 
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Im Rahmen der vorliegenden Erfindung konnte gezeigt 
werden, da6 DNA in Form der erf indungsgem&Sen Komplexe 
effizient in Zellen, die das jeweilige 
T-Zelloberf l&chenantigen exprimieren, an das das TZBP 
bindet, aufgenommen und exprimiert wird, wobei die 
Aufnahme von DNA in die Zelle mit steigendem 
Konjugatgehalt zunahm. 

Im Falle der Verwendung von AntikSrpern als TZBPs 
kommen a lie diejenigen, insbesondere monoklonalen 
AntikCrper gegen T-Zelloberf lachenprotein bzw. 
Fragment e davon in Betracht, die an das jeweilige 
Zelloberf lachenprotein binden, z.B. Fab* -Fragment e 
( Pelchen-Matthews et al., 1989). 

Dazu zahlen monoklonale Anti-CD4-Antikttrper, die ein 
gpl20-Epitop aufweisen, das mit dem Virus um die 
Bindung an dieses Epitop zu konkurriert. 

Anstelle konventioneller monoklonaler AntikGrper bzw. 
deren Fragmente kOnnen Antikorperabschnitte, bestehend 
aus einer Kombination von Segmenten der schweren und 
leichten Kette oder gegebenenf alls der schweren Kette 
allein, verwendet werden. Die Herstellung solcher 
"alternativer" Antikorper durch Klonierung mittels 
Polymerase-Kettenreaktion und Expression in E.coli 
wurde kurzlich beschrieben (Sastry et al., 1989; 
Orlandi et al., 1989; Chaudhary et al. , 1990). 

Als CD4BPs konunen weiters HIV-l-gpl20 bzw. homologe 
Proteine verwandter Retroviren bzw. Fragmente davon in 
Betracht. Zur Verwendung im Rahmen der vorliegenden 
Erfindung geeignete gpl20-Fragmente sind diejenigen, 
die zur Bindung an CD4 befahigt sind (Lasky et al., 
1987), z.B die 95-kDa und 2 5-kDa- Fragmente, von denen 
nachgewiesen wurde, daB sie an CD4 binden 
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(Nygren et al.; 1988). Solche Fragmente kbnnen z.B 
erhalten werden, indem entweder zunachst das gesamte 
gpl20 Protein auf rekombi nan tern Weg hergestellt und 
anschliefiend proteolytisch gespalten wird. Eine 
alternative Methode besteht in der rekombinanten 
Herstellung der Fragmente selbst. 

Die Wahl des TZBP wird vor allem durch die Zielzellen 
bestimmt, z.B. durch bestimmte Oberf lachenantigene oder 
Rezeptoren, die fiXr einen Zelltyp spezifisch bzw. 
weitgehend spezifisch sind und somit einen gerichteten 
Import der Nukleinsaure in diesen Zelltyp ermGglichen. 

Die erf indungsgemaBen Kon jugate ermdglichen je nach 
Oberf lachenantigen, an das das im Konjugat enthaltene 
Protein bindet, eine engere oder breitere Selektivitat 
hinsichtlich der mlt Nukleinsaure zu behandelnden, das 
T-Zelloberf lachenprotein exprimierenden Zellen und 
somit einen flexiblen Einsatz therapeutisch oder 
gentherapeutisch wirksamer Nukleinsaure. 

Itn Rahmen der vorliegenden Erfindung sind als Konjugat- 
Komponente TZBPs geeignet, die an die Zelle binden, 
wodurch die Konjugat/DNA-Komplexe, insbesondere iiber 
Endozytose, internalisiert werden, oder TZBPs, deren 
Bindung/Internalisierung iiber Fusion mit 
Zellmembranelementen erfolgt. 

Wesentlich fur die Eignung von TZBPs im Rahmen der 
vorliegenden Erfindung ist, 

a) da6 sie vom spezifischen Zelltyp, in den die 
Nukleinsaure eingebracht werden soil, erkannt 
werden und ihre Bindungsf ahigkeit nicht oder nicht 
wesentlich beeintrachtigt wird, wenn sie mit dem 
Polykation konjugiert werden, und 
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b) dafl sie im Rahmen dieser Eigenschaft in der Lage 

sind, Nukleinsaure auf dem von xhnen benutzten Weg 
in die Zelle "huckepack" mitzunehmen. 

Unter der Voraussetzung, da6 sie die unter a) und b) 
definierten Bedingungen erfiillen, sind grundsatzlich 
alle an T-Zelloberf lachenantigene/Rezeptoren bindenden 
Proteine fur die Anwendung im Rahmen der vorliegenden 
Erfindung geeignet. Dazu zahlen Antikorper gegen 
T-Zelloberf lachenproteine, die spezifisch auf einein 
oder mehreren Vertretern von Zellen eines bestimmten 
Dif ferenzierungszustandes exprimiert werden, 
z.B. Antikorper gegen CD4, CD44, CD7, CD3, CD8 bzw. die 
entsprechenden Antikorperf ragmente - 


Fur die gezielte Anwendung auf Tumorzellen kommen vor 
allem Antikorper gegen spezifisch auf T-Zellen 
exprimierte Zelloberf lachenproteine, sog. Tumormarker, 
in Betracht, zB. CD7. 

Neben Antikorpern und gpl20( Fragmenten) sind im Rahmen 
der vorliegenden Erfindung alle naturliche Antigene, 
die die unter a) und b) angefuhrten Bedingungen 
erfullen, geeignet. 

Zu im Rahmen der vorliegenden Erfindung geeigneten 
Polykationen zahlen homologe Polykationen wie 
Polylysin, Folyarginin, Polyornithin oder heterologe 
Polykationen mit zwei oder mehr unterschiedlichen 
positiv geladenen Aminosauren zu verstehen, wobei diese 
Polykationen verschiedene Kettenlange aufweisen konnen, 
welters nichtpeptidische synthetische Polykationen wie 
Polyethylenimin. Geeignete sind weiters naiirliche 


DNA bindende Proteine polykationischen Charakters wie 
Histone Oder Protamine bzw. Analoge oder Fragmente 
davon . 

Als Polykationen bzw. ( poly )Peptide polykationischen 
Charakters konnen folgende Verbindungen verwendet 
werden : 

a) Protamine: Dabei handelt es sich um kleine (MG bis 
ca. 8000), stark basische Proteine, deren positiv 
geladene AminosSurereste (vor allem Arginine) fttr 
gewohnlich in Gruppen angeordnet sind und die auf 
Grund ihres polykationischen Charakters die 
negativen Ladungen von Nukleins&uren 
neutralisieren (Warrant et al., 1978). Die im 
Rahmen der vorliegenden Erfindung verwendbaren 
Protamine kfcnnen natiirlichen Ursprungs oder auf 
rekombinantem Weg hergestellt sein, wobei 

Mehrf achkopien hergestellt bzw. Modif ikationen 
hinsichtlich MolekulgroBe und AminosSuresequenz 
vorgenommen werden kOnnen. Entsprechende 
Verbindungen kSnnen auch chemisch synthetisiert 
werden. Bei der Synthese eines kunstlichen 
Protamins kann z.B. so vorgegangen werden, daB 
Aminosfiurereste, die beim natiirlichen Protamin 
Funktionen haben, die fur die Transport funktion 
unerwunscht sind (z.B. Kondensation von DNA) durch 
geeignete andere Aminos&uren ersetzt werden 
und/oder an einem Ende eine Aminosfiure 
(z.B. Cystein) vorgesehen wird, die die gezielte 
Konjugation mit CD4BP ermoglicht. 

b) Histone: Dies sind im Chromatin vorhandene kleine 
DNA-bindende Proteine mit einem hohen Anteil an 
positiv geladenen AminosSuren ( Lysin und Arginin), 
der sie bef&higt, unabhangig von der 
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Nukleotidsequenz an DNA zu binden und sie in 
Nukleosome zu falten, wozu besonders die 
argininreichen Histone H3 und H4 geeignet sind 
(Felsenfeld, 1978). Beziiglich der Herstellung und 
der Modif ikationen gilt: grundsStzlich das fux 
Protamine Gesagte. 

c) Synthetische. Polypeptide, wie homologe Polypeptide 
(Polylysin, Polyarginin) oder heterologe 
Polypeptide (bestehend aus zwei oder mehr 
Vertretern positiv geladener Aminos^uren ) . 

d) Nichtpeptische Kationen wie Polyethylenimine. 

Die Gr6Be der Polykationen wird bevorzugt so gewShlt, 
daS die Summe der positiven Ladungen etwa 20 bis 
500 betrStgt, sie wird auf die zu transport ierende 
NukleinsSure abgestiramt . 

Die erf indungsgem&Ben TZBP-Polykation-Konj ugate kttnner 
auf chemischem Weg in for die Kopplung von Peptiden ar 
sich bekannter Weise hergestellt werden, wobei, falls 
er f orderlich, die Einzelkomponenten vor der 
Kopplungsreaktion mit Linkersubstanzen versehen werden 
(diese MaBnahme ist dann erf orderlich, wenn von 
vornherein keine fur die Kopplung geeignete 
funktionelle Gruppe, z.B. eine Mercapto- oder 
Alkoholgruppe, verfiigbar ist. Bei den Linkersubstanzen 
handelt es sich um bif unktionelle Verbindungen, die 
zunachst mit funktionellen Gruppen der 

Einzelkomponenten zur Reaktion gebracht werden, worauf 
die Kopplung der modif izierten Einzelkomponenten 
durchgef iihrt wird. 
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Je nach gewiinschten Eigenschaf ten der Konjugate, 
insbesondere im Hinblick auf deren Stabilitat, kann die 
Kopplung erfolgen uber 

a) Disulf idbrucken, die unter reduzierenden 
Bedingungen wieder gespalten werden k6nnen 
(z.B. bei Verwendung von 

Succinimidylpyridyldithiopropionat ( Jung et al . , 
1981). 

b) Unter biologischen Bedingungen weitgehend stabile 
Verbindungen (z.B. Thioether durch Reaktion von 
Maleimido-Linkern mit Sulfhydrylgruppen des an die 
zweite Komponente gebundenen Linkers ) . 

c) Unter biologischen Bedingungen labile Briicken, 
z.B, Esterbindungen, oder unter schwach sauren 
Bedingungen instabile Acetal- oder Ketalbindungen. 

Es ist auch moglich, die erf indungsgemaBen Kon jugate 
auf rekombinantem Weg herzustellen, was den Vorteil 
hat, genau definierte, einheitliche Verbindungen 
erhalten zu konnen, wahrend bei der chemischen Kopplung 
Konjugat-Gemische entstehen, die aufgetrennt werden 
mussen. 

Die rekombinante Herstellung der erf indungsgemaBen 
Kon jugate ist nach fur die Herstellung von chimaren 
Polypeptiden bekannten Methoden durchf uhrbar . Dabei 
konnen die polykationischen Peptide hinsichtlich ihrer 
GroBe und Aminosauresequenz variiert werden. Die 
gentechnologische Herstellung bietet auch den Vorteil, 
den TZBP-Anteil des Konjugats modifizieren zu konnen, 
indem z.B. durch geeignete Mutationen die 
Bindungsf ahigkeit an das Zelloberf lachenprotein 
gesteigert werden kann oder ein TZBP-Anteil, verktirzt 
auf den fur die Bindung an das Zelloberf lachenprotein 
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maBgeblichen Teil des Molektils, verwendet wird 
(z.B Verwendung von gpl20-Fragmenten Oder 
"alternativer" Antikorper). Besonders zweckm^Big fur 
die rekombinante Herstellung der erf indungsgemafien 
{Conjugate ist die Verwendung eines Vektors, der die fur 
den TZBP-Anteil kodierende Sequenz sowie einen 
Polyl inker enth&lt, in den die jeweils benotigte fur 
das polykationische Pep t id kodierende Sequenz 
eingesetzt wird. Auf diese Weise kann ein Satz von 
Expressionsplasmiden erhalten werden, von dem bei 
Bedarf das die gewilnschte Sequenz enthaltende Plasmid 
zur Expression des erf indungsgem&Ben Konjugats 
herangezogen wird. 

Das molare VerhSltnis Antik6rper:Polykation betrSgt 
bevorzugt 10:1 bis 1:10, wobei zu beriicksichtigen ist, 
daB es zur Ausbildung von Aggregaten kommen kann. 
Dieses Verh£ltnis kann jedoch bei Bedarf innerhalb 
weiterer Grenzen liegen, solange die Bedingung erfilllt 
ist, daB Komplexierung der NukleinsSure( n ) stattfindet 
und gew&hrleistet ist, da3 der gebildete Komplex an das 
Zelloberf lfichenprotein gebunden und in die Zelle 
befordert wird. Dies kann durch einfach durchzuf uhrende 
Versuche von Fall zu Fall uberpruft, werden, z.B indem 
Zellinien, die das T-Zelloberf ISchenantigen 
exprimieren, mit den erf indungsgem&Ben Konjugaten in 
Beriihrung gebracht werden und daraufhin auf das 
Vorhandensein von NukleinsSure in der Zelle untersucht 
werden, z.B. durch Southern Blot Analyse, 
Hybridisierung mit radioaktiv markierten komplement&ren 
Nukleins&uremolekiilen, durch Amplif ikation mit Hilfe 
der PCR oder durch Nachweis des Genproduktes eines 
Reportergens . 

Fur bestimmte Anwendungsf aile bei Verwendung von 
Antkttrpern als TZBPs, vor allem fur das Screening zum. 
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Auffinden geeigneter Antikorper, kann es vorteilhaft 
sein, den Antikorper nicht direkt an das Polykation zu 
koppeln: fur eine effiziente chemische Kopplung ist im 
allgemeinen eine groBere Menge (mehr als 1 mg) 
Ausgangsantikorper erf order lich, auSerdem wird durch 
die Kopplung gegebenenf alls die Antikorper- 
Bindungsdomane inaktiviert Um dieses Probleme zu 
umgehen und ein rasches Screening geeigneter Antikorper 
zu ermttglichen, kann zunachst ein 

Protein A- Polykation-Konjugat hergestellt werden, 
an das anschlieSend, gegebenenf alls in bereits mit 
NukleinsSure komplexierter Form, unmittelbar vor der 
Transfektion der Zellen, der Antikorper iiber die 
Fc-Bindungsdomane von Protein A gebunden wird 
(Surolia et al . , 1982). Die mit den 

Protein A-Konjugaten gebildeten Nukleins&ure-Komplexe 
ermoglichen ein rasches Testen von Antikorpern auf ihre 
Eignung fOr den Import von NukleinsSure in den 
jeweiligen zu behandelnden Zelltyp. Die Kopplung von 
Protein A mit dem jeweiligen Polykation erfolgt in 
analoger Weise wie die direkte Kopplung mit dem 
Antikorper. Bei der Anwendung von 

Protein- A-Antikorper-Polykation-Konjugaten kann es 
vorteilhaft sein, die zu behandelnden Zellen zuerst mit 
dem Antikorper zu inkubieren, die Zellen von 
iiber schussigem Antikorper zu befreien und anschlieBend 
mit dem Protein A-Polykation/NukleinsSure-Komplex zu 
behandeln. Die Herstellung von Protein A-Konjugaten 
kann je nach verwendetem Polykation auf rekombinantem 
Weg erfolgen. 

Bei den in die Zelle zu transportierenden NukleinsSuren 
kann es sich um DNAs oder RNAs handeln, wobei 
hinsichtlich der Nukleotidsequenz keine BeschrSnkungen 
bestehen. Die Nukleinsauren k6nnen modifiziert sein, 
sofern die Modifikation den polyanionischen Charakter 
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der Nukleinsauren nicht beeintrachtigt ; zu diesen 
Modif ikationen zahlen z.B. die Substitution der 
Phosphodiestergruppe durch Phosphorothioate oder in der 
Verwendung von Nukleosidanalogen. Derartige 
Modif ikationen sind dera Fachmann gelaufig, eine 
Obersicht liber Vertreter modif izierter Nukleinsauren, 
die im allgemeinen als Nukleinsaureanaloga bezeichnet 
werden, sowie deren Wirkprinzip, sind in der Ubersicht 
von Zon (1988) angegeben. 

Bezuglich der GroBe der Nukleinsauren ermOglicht die 
Erfindung ebenfalls Anwendungen in einera weiten 
Bereich. Hinsichtlich der oberen Grenze besteht keine 
durch die erf indungsgem&Ben Kon jugate bedingte 
prinzipielle Limit ierung, solange gewahrleitstet ist, 
daB die TZBP-Polykation/NukleinsSurekomplexe in die 
Zelle befordert werden. Eine etwaige Begrenzung nach 
unten ergibt sich aus anwendungsspezif ischen Grttnden, 
weil z.B. Antisense-Oligonukleotide unter etwa 
10 Nukleotiden auf Grund zu geringer Spezifitat kaum 
fiir die Anwendung in Frage kommen. Mit Hilfe der 
erf indungsgemaBen {Conjugate konnen auch Plasmide in die 
Zelle bef6rdert werden. 

Es ist auch moglich, gleichzeitig verschiedene 
Nukleinsauren mit Hilfe der erf indungsgemaBen Konjugate 
in die Zelle zu befdrdern. 

Beispiele fiir geeignete Nukleinsauren sind die bereits 
angefiihrten Antisenseoligonukleotide oder Ribozyme mit 
Komplementaritat zu fur die Virusreplikation 
essentiellen Genabschnitten. 

Bevorzugt als Nukleinsaureanteil der erf indungsgemaBen 
TZBP-Polykation-Nukleinsaurekomplexe mit inhibierender 
Wirkung aufgrund von KomplementaritSt ist 
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Aivtisense-DNA, Antisense-RNA oder ein Ribozym bzw. das 
dafiir kodierende Gen. Bei der Anwendung von Ribozymen 
und Ant i sens e-RNAs ist es besonders vorteilhaft, die 
dafiir kodierenden Gene, gegebenenf alls zusammen mit 
einem Carriergen, einzusetzen. Durch die Einfiihrung des 
Gens in die Zelle wird gegeniiber dem Import der RNA als 
solcher eine betrachtliche Amplif ikation der RNA und 
damit ein fur die- angestrebte Hemmung der biologischen 
Reaktion ausreichender Vorrat gewahrleistet. Besonders 
geeignete Carriergene sind die fiir die Transkription 
durch Polymerase III erf order lichen 
Transkriptionseinheiten, z.B. tRNA-Gene. In diese 
konnen z.B. Ribozymgene derart eingefiigt werden, daB 
bei Transkription das Ribozym Teil eines kompakten 
Polymerase III-Transkripts ist. Geeignete genetische 
Einheiten, enthaltend ein Ribozymgen und ein von 
Polymerase III transkribiertes Carriergen, sind in der 
Europaischen Patent anmel dung Al 0 387 775 geoffenbart. 
Mit Hilfe des Transportsystems gemaS der vorliegenden 
Erfindung kann die Wirkung dieser genetischen Einheiten 
verstarkt werden, indem eine erhtthte 
Ausgangskonzentration des Gens in der Zelle 
gewahrleistet wird. 

Als Zielsequenzen fiir die Konstruktion komplementarer 
Antisenseoligonukleotide oder Ribozyme bzw. der dafiir 
kodierenden Gene, die bei der Therapie von AIDS zur 
Anwendung kommen kOnnen, sind grundsatzlich samtliche 
Sequenzen des HIV-Gens geeignet, deren Blockierung die 
Inhibierung der viralen Replikation und Expression zur 
Folge hat. In erster Linie in Frage kommende 
Zielsequenzen sind Sequenzen mit regulator ischer 
Funktion, vor allem des tat-, rev- oder nef-Gens. 
Geeignete Sequenzen sind weiters die Initiations-, 
Polyadenylierungs- , Splicing tRNA Primer-Bindungsstelle 
(PBS) der LTR-Sequenz oder die tar-Sequenz. 
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AuBer NukleinsaAiremolekiilen, die aufgrund ihrer 
Komplementarit&t zu viralen Genen inhibieren, kdnnen 
auch Gene mit anderem Wirkmechanismus eingesetzt 
werden, z.B. solche, die fiir Virusproteine, enthaltend 
sog. trans- dominant e Mutationen, kodieren (Herskowitz, 
1987 ) . Die Expression der Genprodukte in der Zelle 
resultiert in Proteinen, die in ihrer Funktion das 
entsprechenden Wildtyp-Virusprotein dominieren, womit 
dieses seine fur die Virusreplikation normalerweise 
geleistete Aufgabe nicht erfiillen kann und die 
Virusreplikation wirksam inhibiert wird. Geeignet sind 
grundsatzlich trans-dominante Mutanten von 
Virusproteinen, die fur die Replikation und Expression 
erforderlich sind, z.B. Gag-, Tat- und Rev-Mutanten , 
von denen inhibierende Wirkung auf die HIV-Replikation 
nachgewiesen wurde (Trono et al. f 1989; Green et al., 
1989; Malim et al,, 1989). 

Vertreter therapeutisch wirksamer Nukleinsauren sind 
weiters solche mit inhibierender Wirkung auf Onkogene. 

Mit Hilfe der vorliegenden Erfindung konnen auch Gene 
bzw. Abschnitte davon in die Zelle transportiert 
werden, deren Expressionsprodukte eine Funktion bei der 
Signallibertragung haben, um auf diese Weise die 
Signalubertragung in den Zielzellen positiv zu 
beeinflussen und damit z.B. die Uberlebensf Shigkeit von 
T-Zellen zu steigern. 

Prinzipiell sind sSmtliche Gene bzw. Genabschnitte im 
Rahmen der vorliegenden Erfindung geeignet, die in in 
den das T-Zelloberf lachenprotein exprimierenden Zellen 
einen therapeutischen oder gentherapeutischen Effekt 
haben . 
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Das VerhSltnis Nukleins&ure: Konjugat kann innerhalb 
eines weiten Bereichs schwanken, wobei es nicht 
unbedingt erforderlich sein muB, samtliche Ladungen der 
NukleinsSure zu neutralisieren. Dieses VerhSltnis wird 
von Fall zu Fall nach Kriterien wie GrOSe und Struktur 
der zu transport ierenden NukleinsSure, Grc-Be des 
Polykations, Anzahl und Verteilung seiner Ladungen, 
derart einzustellen sein, dafi ein fur die jeweilige 
Anwendung gunstiges Verhaitnis zwischen 
Transport fahigkeit und biologischer Aktivit&t der 
NukleinsSure besteht. Dieses VerhSltnis kann zunachst 
grob eingestellt werden, etwa an Hand der VerzGgerung 
der Wanderungsgeschwindigkeit der DNA in einem Gel 
(z.B. mittels "Mobility Shift" auf einem Agarosegel) 
Oder durch Dichtegradientenzentrif ugation. Nach Erhalt 
dieses vorl&ufigen Verh&ltnisses kann es zweckmaSig 
sein, im Hinblick auf die in der Zelle maximal 
verfugbare Aktivit&t der NukleinsSure Transportversuche 
mit dem radioaktiv markierten Komplex durchzuf uhren und 
den Konjugat-Anteil gegebenenf alls derart zu 
reduzieren, daB die verbleibenden negativen Ladungen 
der NukleinsSure dem Transport in die Zelle nicht 
hinderlich sind. 

Die Herstellung der TZBP-Polykation/NukleinsSure- 
Komplexe kann nach in an sich fur die Komplexierung 
polyionischer Verbindungen bekannten Methoden 
vorgenommen wurden. Eine Mbglichkeit, unkontrollierte 
Aggregation bzw. Ausfallung zu vermeiden, besteht 
darin, die beiden Komponenten bei hoher Verdunnung 
(i.100 ug ) zu mischen. 

Die uber Endozytose in hohere eukaryotische Zellen 
aufnehmbaren TZBP-Polykation-Nukleinsaure-Komplexe 
kOnnen zusatzlich eine Oder mehrere Polykationen in 
nicht-kovalent gebundener Form, die gegebenenf alls 
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identisch sind mit dem Polykation im Konjugat, derart 
enthalten, da8 die durch das Konjugat erzielte 
Internalisierung und/oder Expression der Nukleinsaure 
gesteigert wird. 

Mit Hilfe derartiger MaBnahmen, die Gegenstand der 
unverof fentlichten Deutschen Patent anmeldung 
Nr. 41 04 186.0 sind, wird bei zumindest gleicher 
Transf ektions/Expressions-Ef f izienz eine geringere 
Menge, bezogen auf die in die Zelle zu importierende 
NukleinsSure-Menge, TZBP-Polykation-Konjugat benOtigt, 
was einerseits einen geringeren Synthese-Auf wand 
bedeutet. Eine geringere Konj ugatmenge kann 
andererseits dann von Vorteil sein, wenn der Effekt 
vermieden werden soli, da6 durch eine grOBere Anzahl 
von TZBP-Molekulen innerhalb eines Komplexes gleich 
mehrere benachbarte "Andock-Stellen" besetzt werden und 
in der Folge fiir weitere Komplexe nicht mehr verfiigbar 
sein konnen. Die Anzahl der in den Komplexen 
enthaltenen Menge an TZBP auf das erforderliche Minimum 
zu beschranken, d.h. die Kon j ugatmenge moglichst gering 
zu halten und mit freiem Polykation zu verdiinnen, ist 
insbesondere auch dann von Vorteil, wenn die Zahl von 
Zelloberf lachenproteinen auf den zu behandelnden 
Zielzellen gering ist. 

Mit Hilfe solcher MaSnahmen kann die Leistungsf ahigkeit 
von Konjugaten, die fiir sich weniger effizient sind, 
betrachtlich erhoht werden und die Leistungsf ahigkeit 
von an sich schon sehr effizienten Konjugaten noch 
weiter gesteigert werden. 

Hinsichtlich der qualitativen Zusammensetzung der 
erf indungsgemaBenm Komplexe werden im allgemeinen 
zunachst die in die Zelle zu importierende Nukleinsaure 
und das TZBP festgelegt. Die Nukleinsaure wird vor 
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allem durch den in der Zelle zu erzielenden 
biologischen Effekt definiert, z.B. durch die 
Zielsequenz des zu inhibierenden Oder* - im Falle der 
Anwendung im Rahmen der Gentherapie - des zur 
Expression zu bringenden Gens bzw. Genabschnitts, 
z.B. z weeks Substitution eines defekten Gens. 
Gegebenen falls ist die Nukleinsaure modif iziert, 
bedingt z.B. durch eine fur den jeweiligen 
Anwendungsf all er f order liche StabilitSt. 

Ausgehend von der Festlegung von Nukleinsaure und TZBP 
wird das Polykation auf diese Parameter abgestimmt # 
wobei die GroBe der Nukleinsaure, vor allem im Hinblick 
auf eine weitgehende Neutralisierung der negativen 
Ladungen, eine wesentliche Rolle spielt. 

Fur die Wahl der gegebenen falls in den Komplexen 
enthaltenen nicht-kovalent gebundenen Polykationen ist 
entscheidend, daB durch ihren Zusatz gegenviber der 
durch die Kon jugate erzielbaren 

Internalisierung/Expression der Nukleinsaure eine 
Steigerung bewirkt wird. 

Ebenso wie die qualitative Zusammensetzung richtet sich 
auch die quantitative Zusammensetzung der Komplexe nach 
mehreren Kriterien, die miteinander in f unktionellem 
Zusammenhang stehen, z.B. ob und in welchem Ausmafl es 
erforderlich Oder erwunscht ist, die Nukleinsaure zu 
kondensieren, welche Ladung der Gesamtkomplex aufweisen 
soil, in welchem AusmaB Bindungs- und 

Internalisierungsf ahigkeit fur den jeweiligen Zelltyp 
gegeben ist und in welchem AusmaB deren Steigerung 
erwiinscht bzw. erforderlich ist. Weitere Parameter fiir 
die Zusammensetzung des Komplexes sind die 
ZugSnglichkeit des TZBPs fur das 

Zelloberf lachenprotein, wobei dafur die Art maBgeblich 
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ist, wie dieses Protein innerhalb des Komplexes der 
Zelle gegeniiber prasentiert wird. Wesentlich ist 
weiters die Zuganglichkeit der Nukleinsaure in der 
Zelle, um deren bestimmungsgemSBe Funktion auszuuben. 

Die in nicht kovalent-gebundener Form in den Komplexen 
gegebenenf alls enthaltenen Polykationen konnen gleich 
oder verschieden sein von den im Konjugat enthaltenen. 
Ein wesentliches Kriterium fiir deren Auswahl ist die 
GroBe der Nukleins&ure, insbesondere im Hinblick auf 
deren Kondensierung; bei kleineren Nukleins&ure- 
Molekiilen ist im allgemeinen eine Kompaktierung nicht 
erf orderlich. Die Auswahl der Polykationen nach Art und 
Menge wird au&erdem auf das Konjugat abgestimmt, wobei 
vor allem das im Konjugat enthaltene Polykation zu 
beriicksichtigen ist: ist das Polykation z.B eine 
Substanz, die keine oder nur geringe F&higkeit zur 
DNA-Kondensation aufweist, ist es im Hinblick auf eine 
effiziente Internalisierung der Komplexe im allgemeinen 
zweckmaBig, solche Polykationen einzusetzen, die diese 
Eigenschaft in starker ausgepr&gtem MaB besitzen. Ist 
der das im Konjugat enthaltene Polykation selbst eine 
NukleinsSure kondensierende Substanz und wird bereits 
eine im Hinblick auf effiziente Internalisierung 
ausreichende Kompaktierung der NukleinsSure bewirkt, 
wird zweckmaBigerweise ein Polykation verwendet, das 
aufgrund anderer Mechanismen eine Steigerung der 
Expression bewirkt. 

Wesentlich ftir das gegebenenf alls im Komplex zusStzlich 
enthaltene nicht -kova lent gebundene Polykation ist 
seine F&higkeit, Nukleinsaure zu kondensieren und/oder 
diese vor unerwiinschtem Abbau in der Zelle zu schiitzen. 

Gegenstand der Erfindung ist weiters ein Verfahren zum 
Einfuhren von NukleinsSure( n ) in menschliche oder 
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tierische Zellen, wobei bevorzugt ein unter 
physiologischen Bedingungen 16slicher Antikorper- 
Polykation/Nukleinsaure-Komplex mit den Zellen in 
BerUhrung gebracht wird . 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurde als 
DNA-Komponente das Luciferase-Gen als Reporter-Gen 
verwendet . (Aufgrund von in Vorversuchen erhaltenen 
Ergebnissen mit Transf errin-Polykation/DNA-Komplexen, 
in denen das Luciferase-Gen als Reportergen verwendet 
wurde, war gezeigt worden, da8 aus der Effizienz des 
Imports des Lucif erase-Gens auf die Anwendbarkeit 
anderer Nukleinsauren geschlossen werden kann und die 
verwendete Nukleinsaure in qualitativer Hinsicht kein 
limitierender Faktor fur die Anwendung von Protein- 
Polykation-DNA-Komplexen ist. 

Es kann fur bestimmte Ausf uhrungsf ormen der 
vorliegenden Erfindung vorteilhaft sein, Bedingungen zu 
schaffen, unter denen der Abbau der in die Zelle 
importierten Nukleinsaure verringert oder ausgeschaltet 
wird . 

Bedingungen, unter denen der Abbau von Nukleinsauren 
inhibiert wird, konnen durch Zusatz sog. lysosomatroper 
Substanzen geschaffen werden. Von diesen Substanzen ist 
bekannt, daB sie die Aktivitat von Proteasen und 
Nukleasen in Lysosomen hemmen und somit den Abbau von 
Nukleinsauren verhindern konnen ( Luthmann u. Magnusson, 
1983) . 

Zu diesen Substanzen zahlen Chloroquin, Monensin, 
Nigericin, Ammoniumchlorid und Methylamin. 

Das Erfordernis fUr die Anwendung einer Substanz aus 
der Gruppe der lysosomatropen Substanzen im Rahmen der 
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vorliegenden Erfindung richtet sich u.a. nach dem zu 
behandelnden Zelltyp Oder bei Verwendung 
unterschiedlicher Antikarper gegebenenf alls nach 
unterschiedlichen Mechanismen, iiber die die Aufnahme 
der Komplexe in die Zelle erfolgt. So wurde z.B. im 
Rahmen der vorliegenden Erfindung eine unterschiedliche 
Beeinflussung des DNA- Imports in die Zelle durch 
Chloroquin bei Verwendung unterschiedlicher Antikorper 
(monoklonale Anti-CD4- Antikorper ) f estgestellt . 

Es ist in jedem Fall notwendig, das Erfordernis bzw. 
die Eignung derartiger Substanzen im Rahmen der 
vorliegenden Erfindung in Vorversuchen zu testen. 

Gegenstand der Erfindung sind welters pharmazeutische 
Zubereitungen, enthaltend als wirksame Komponente eine 
oder mehrere therapeutisch oder gentherapeutisch 
wirksame Nukleinsaure( n ) , komplexiert mit einem 
TZBP-Polykation-Konjugat ( TZBP-Polykation-Konjugat und 
Nukleinsaure kCnnen auch getrennt vorliegen und 
unmittelbar vor der therapeutischen Anwendung 
komplexiert werden). 

Als therapeutisch wirksame Nukleinsauren kommen die 
bereits angefuhrten Antisenseoligonukleotide oder 
Ribozyme bzw. die dafiir kodierenden Gene oder fur 
trans-dominante Mutanten kodierende Gene in Betracht, 
die inhibierende Wirkung auf in in den jeweiligen 
Zlelzellen enthaltene endogene oder exogene Gene oder 
Genprodukte haben. Darunter sind z.B. diejenigen Gene 
zu verstehen, die aufgrund ihrer Sequenzspezif itat 
(Komplementaritat zu Zielsequenzen, Kodierung fur 
trans-dominante Mutanten ( Herskowitz, 1987)) eine 
intrazellulare Immunitat (Baltimore, 1988) gegen 
HIV bewirken und bei der Therapie des AIDS-Syndroms 
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Oder zur Verhinderung der Aktivierung des Virus nach 
der Infektion verwendet werden konnen. 

Die pharmazeutischen Zubereitungen konnen verwendet 
werden, urn im menschlichen Oder tierischen Organismus 
virale Sequenzen, z.B. HIV Oder verwandte Retroviren zu 
inhibieren. Ein Beispiel fur die therapeutische 
Anwendung durch Inhibierung eines verwandten Retrovirus 
ist die Behandlung der proliferativen T-Zelleuk&mie, 
die durch das HTLV-1 Virus hervorgeruf en wird. 

Neben der Behandlung viraler T-Zelleukamien kommt fur 
die Anwendung der vorliegenden Erfindung auch die 
Therapie nicht- viraler Leukamien in Betracht. Die 
Beteiligung von Onkogenen (abl, bcr, Ha, Ki, ras, rat, 
c-myc, N-myc) an der Entstehung lymphatischer Leuk&mien 
wurde in Jungs ter Zeit nachgewlesen; die Existenz 
weiterer Onkogene wird aufgrund von beobachteten 
spezifischen Chromosomentranslokationen fur 
wahrscheinlich erachtet. Die Klonierung dieser 
Oncogene bietet die Grundlage fiir die Konstruktion 
oncogen- inhibierender Nukleinsauremolekiile und damit 
fur eine weitere therapeutische Einsatzmoglichkeit der 
vorliegenden Erfindung. 

Ein weiteres wichtiges Anwendungsgebiet ist die 
Gentherapie. Prinzipiell k6nnen im Rahmen der 
Gentherapie mit Hilfe der vorliegenden Erfindung all 
diejenigen Gene bzw. Abschnitte davon in ein 
T-Zelloberf lfichenprotein exprimierende Zielzellen 
eingefiihrt werden, deren Expression in diesem Zelltyp 
einen therapeutischen Effekt erzielt, z.B. durch 
Substitution genetisch bedingter Defekte Oder Auslosen 
einer Immunantwort . 
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Obwohl das Schwergewicht in der Anwendung der Erf indung 
auf Vertreter von Zellen der T-Lymphozyten- 
Abstammungslinie gelegen ist, kann sie nattirlich auch 
auf Verteter anderer Zellspezies, sofern diese Zellen 
das T-Zelloberf lachenprotein exprimieren, angewendet 
werden . 
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Figurenubersicht 

FIg.l: Import; von anti-CD4-Polylysin/pRSVL-Komplexen 

in CD4+-CH0-Zellen 
Fig. 2: Import von anti-CD4-Polylysin/pRSVL-Komplexen 

in CD4+-CHO-Zellen 
Fig. 3: Import von gpl20-Polylysin/pRSVL-Komplexen in 

CD4+ CHO-Zellen 
Fig. 4: Import von gpl20-Polylysinl90/pRSVL-Komplexen, 

enthaltend nicht-kovalent gebundenes 

Poly(D)Lysin240, in CD4+ CHO-Zellen 
Fig. 5: . Import von gpl20-Polylysinl20/pRSVL-Komplexen 

in CD4+ HeLa-Zellen 
Fig. 6: Transfer und Expression von DNA in H9-Zellen 

mittels antiCD7-Polylysin!90-Konjugaten 
Fig. 7: Transf ektion von CD4 + -Zellen mit Protein A- 

Polylysin-Kon j ugaten 

Die Erfindung wird anhand der nachf olgenden Beispiele 
illustriert . 


Beispiel 1 

Herstellung von AntiCD4-Polylysin 90-Konjugaten 

Die Kopplung erfolgte analog literaturbekannter 
Methoden durch Einfiihrung von Disulf idbrucken nach 
Modif izierung mit Succinimidyl-Pyridyldithio-propionat 
(SPDP, Jung et al., 1981). 

Eine Losung von 1,7 mg antiCD4-Antik8rper ( 0KT4A, 
Ortho Diagnostic Systems) in 50 mM 

Natriumphosphatpuf fer pH 7,8 wurde mit 11 pi 10 mM 
ethanolischer Losung von SPDP (Pharmacia) versetzt. 
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Nach 1 h bei Raumtemperatur wurde uber eine Gelsaule 
Sephadex G 25 filtriert (Eluens 100 mM HEPES-Puffer 
pH 7,3), wobei 1,4 mg antiCD4, modifiziert mit 75 nmol 
Pyridyldithiopropionatresten, erhalten wurden. 
Poly(L)lysin 90 (durchschnittlicher Polymerisationsgrad 
von 90 Lysinresten (Sigma), Fluoreszenzmarkierung 
mittels FITC) wurde analog mit SPDP modifiziert und 
durch Behandlung mit Dithiothreitol und nachfolgender 
Gelf iltration in die mit freien Mercaptogruppen 
modifizierte Form gebracht. 

Eine Losung von 38 nmol Polylysin 90, modifiziert mit 
120 nmol Mercaptogruppen, in 0,5 ml 20 mM 
Natriumacetatpuf fer, wurde unter Sauerstof f ausschluB 
mit oben angefiihrtem modif iziertem antiCD4 gemischt und 
iiber Nacht bei Raumtemperatur stehen gelassen. Die 
Isolierung der Kon jugate erfolgte durch Gelpermeations- 
chromatographie (Superose 12, 500 mM Guanidinlum- 
hydrochlorid, pH 7,3); nach Dialyse gegen 25 mM HEPES 
pH 7,3 wurden entsprechende Konjugate, bestehend aus 
1,1 mg antiCD4-Antik6rper , modifiziert mit 
11 nmol Polylysin 90, erhalten. 


Beispiel 2 

Herstellung von AntiCD4-Polylysin 190-Konjugaten 

Eine LOsung von 1,0 mg (6.25nmol) antiCD4-Antikorper 
(0KT4A, Ortho Diagnostic Systems) in 0,3 ml 50 mM HEPES 
pH 7,8 wurde mit 37 pi 1 mM ethanolischer Losung von 
Succinimidyl-Pyridyldithio-propionat ( SPDP, Pharmacia) 
versetzt. Nach 1 h bei Raumtemperatur wurde uber eine 
GelsSule Sephadex G 25 filtriert (Eluens 100 mM 
HEPES-Puffer pH 7,9), wobei 0,85 mg (5,3 nmol) antiCD4, 
modifiziert mit 30 nmol Pyridyldithiopropionatresten, 
erhalten wurden. Poly( L )lysinl90 ( durchschnittlicher 
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Polymer! sat ionsgrad von 190 Lysinresten (Sigma), 
Fluoreszenzmarkierung mittels FITC) wurde analog mit 
SPDP modifiziert und durch Behandlung mit 
Dithiothreitol und nachfolgender Gelf titration in die 
mit freien Mercaptogruppen modif izierte Form gebracht. 
Eine Losung von 7,7 nmol Polylysinl90, modifiziert mit 
25 nmol Mercaptogruppen, in 0,13 ml 30 mM 
Natriumacetatpuf f er wurde unter Sauerstof f ausschluB mit 
oben angefiihrtem modif iziertem antiCD4 (in 0,5 ml 
300mM HEPES pH 7,9) gemischt und iiber Nacht bei 
Raumtemperatur stehen gelassen. Das Reaktionsgemisch 
wurde durch Zugabe von 5 M NaCl auf einen Gehalt von 
ungef&hr 0,6 M gebracht. Die Isolierung der Kon jugate 
erfolgte durch Ionenaustauschchromatographie (Mono S, 
Pharmacia, 50 mM HEPES pH 7,3, Salzgradient 0,6 M bis 
3 M NaCl); nach Dialyse gegen 10 mM HEPES pH 7,3 wurden 
entsprechende Konjugate, bestehend aus 0,35 mg 
(2,2 nmol) antiCD4-Antikorper, modifiziert mit 
3,9 nmol Polylysinl90, erhalten. 

Beispiel 3 

Herstellung von gpl20-Polylysin 190-Konjugaten 

Die Koppelung erfolgte analog literaturbekannter 
Methoden entweder durch Einfiihrung von Disulf idbrucken 
nach Modif izierung mit Succinimidyl-Pyridyldithio- 
propionat im Falle der antiCD4-Kon jugate ) oder durch 
Thioether-VerknUpf ung nach Modif izierung mit 
6-Maleimidocapronsaeure-N-hydroxysuccinimidester 
(EMCS, Sigma) (Fujiwara et al., 1981). 
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a) Disulf idverkniipfte gpl20-Polylysin 190-Konjugate: 

Eine Losung von 3 mg rekombinantem gpl20 (hergestellt 
nach der von Lasky et al., 1986, beschriebenen Methode) 
in 50 mM HEPES pH 7,8 wurde mit 7 pi 10 mM 
ethanolischer Losung von SPDP versetzt. Nach 1 h bei 
Raumtemperatur wurde iiber eine GelsSule Sephadex G 25 
filtiert (Eluens 100 mM HEPES-Puffer pH 7,9) und man 
erhielt dabei 2,8 mg (23 nmol) rgpl20, modifiziert mit 
67 nmol Pyridyldithiopropionatresten. 
Eine Losung von 6,6 nmol Polylysin 190, 
fluoreszenzmarkiert und wie oben fur die 
antiCD4-Kon jugate beschrieben, modifiziert mit 
23 nmol Mercaptogruppen, in 120 pi 30 mM Natriumacetat 
wurde unter Sauerstof f ausschluB mit dem modif izierten 
rgpl20 gemischt und Uber Nacht bei Raumtemperatur 
stehen gelassen. Das Reaktionsgemisch wurde durch 
Zugabe von 5M NaCl auf einen Gehalt von ungefShr 
0,6 M gebracht. Die Isolierung der Konjugate erfolgte 
durch Ionenaustauschchromatographie (Mono S, Pharmacia, 
50mM HEPES pH 7,3, Salzgradient 0,6 M bis 3 M NaCl); 
nach Fraktionierung und Dialyse gegen 25 mM HEPES 
pH 7,3 wurden zwei Konjugatf raktionen A und B, 
bestehend aus 0,33 mg rgpl20 modifiziert mit 
1,3 nmol Polylysin 190 ( im Falle der Fraktion A), bzw. 
0,34 mg rgpl20 modifiziert mit 3,2 nmol Polylysin 190 
(Fraktion B) erhalten. 

b) Thioether-verknupf te gpl20-Polylysin 190-Konjugate: 

Eine Losung von 2 mg rekombinantem gpl20 in 0,45 ml 
100 mM HEPES pH 7,9 wurde mit 17 pi einer 10 mM Losung 
von EMCS in Dimethyl formamid versetzt. Nach 1 h bei 
Raumtemperatur wurde uber eine Gels£ule Sephadex G 25 
filtriert (Eluens 100 mM HEPES-Puffer 7,9), Die 
Produktlosung (1,2 ml ) wurde sogleich unter 


Sauerstof f ausschluB umgesetzt mit einer LiSsung von 
9,3 nmol Polylysin 190, f luoreszenzmarkiert und wie 
oben ( antiCD4-Konjugate) beschrieben modifiziert mit 
30 nmol Mercaptogruppen ( in 90 pi 30 mM Natriumacetat 
pH 5,0), und tiber Nacht bei Raumtemperatur stehen 
gelassen. Das Reaktionsgemisch wurde durch Zugabe von 
5M NaCl auf einen Gehalt von ca. 0,6 M gebracht. Die 
Isolierung der {Conjugate erfolgte durch 
Ionenaustauschchromatographie (Mono S, Pharmacia, 
50mM HEPES pH 7,3, Salzgradient 0,6 M bis 3 M NaCl); 
nach Fraktionierung und Dialyse gegen 25 mM HEPES 
pH 7,3 wurden drei Konjugatf raktionen A, B und C 
erhalten, bestehend aus 0,40 mg rgpl20 modifiziert; mit 
1,9 nmol Polylysin 190 (im Falle der Fraktion A), bzw. 
0,25 mg rgp 120 modifiziert mit 2,5 nmol Polylysin 190 
(Fraktion B), bzw, 0,1 mg rgp 120 modifiziert mit 
1,6 nmol Polylysin 190 (Fraktion C). 

Beispiel 4 

Herstellung von AntiCD7-Polylysinl90-Konjugaten 

Eine Losung von 1,3 mg antiCD7-Antik<3rper ( Immunotech ) 
in 50 mM HEPES pH 7,9 wurde mit 49 ul 1 mM 
ethanolischer Losung von SPDP (Pharmacia) versetzt. 
Nach 1 h bei Raumtemperatur wurde iiber eine Gelsaule 
Sephadex G 25 f iltriert ( Eluens 50 mM HEPES-Puf f er 
pH 7,9) wobei 1,19 mg (7,5 nmol) antiCD7, modifiziert 
mit 33 nmol Pyridyldithiopropionatresten, erhalten 
wurden. Poly( L) lysinl90, Fluoreszenzmarkierung mittels 
FITC, wurde analog mit SPDP modifiziert und durch 
Behandlung mit Dithiothreitol und nachfolgender 
Gelf iltration in die mit freien Mercaptogruppen 
modifizierte Form gebracht. 
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Eine Losung von 11 nmol Polylysinl90, modifiziert mit 
35 nmol Mercaptogruppen, in 0,2 ml 30 mM 
Natriumacetatpuf f er wurde unter Sauerstof f ausschlufi mit: 
oben angefuhrtem modif iziertem antiCD7 (in 0,5 ml 
300mM HEPES pH 7,9) gemischt und iiber Nacht bei 
Raumtemperatur stehen gelassen. Das Reaktionsgemisch 
wurde durch Zugabe von 5 M NaCl auf einen Gehalt von 
ungefahr 0,6 M gebracht. Die Isolierung der Kon jugate 
erfolgte durch Ionenaustauschchromatographie (Mono S, 
Pharmacia, 50 mM HEPES pH 7,3, Salzgradient 0,6 M bis 
3 M NaCl); nach Dialyse gegen 10 mM HEPES pH 7,3 wurden 
entsprechende Konjugate, bestehend aus 0, 51 mg 
(3,2 nmol) antiCD7-Antikorper, modifiziert mit 
6,2 nmol Polylysinl90, erhalten. 

Beispiel 5 

Herstellung von Komplexen von Antikorper-Polykation- 
Konjugaten mit DNA 

Die Komplexe wurden hergestellt, indem verdtinnte 
Losungen von DNA (30 ug/ml oder weniger in 150 mM NaCl, 
20 mM HEPES pH 7,3) mit den in den vorangegangenen 
Beispielen erhaltenen Antikorper-Polylysin-Konj ugaten 
(100 pg/ml oder weniger) vermischt wurden. Als 
DNA wurde pRSVL Plasmid-DNA (De Wet et al., 1987) 
verwendet:, hergestellt mittels Triton- X Lyse Standard - 
Methode (Maniatis, 1982), gefolgt von CsCl/EtBr 
Gleichgewichtsdichtegradienten-Zentrif ugation, 
Entf&rbung mit Butanol-1 und Dialyse gegen 10 mM 
Tris/HCl pH 7,5, 1 mM EDTA. 

Um ein Ausf alien der DNA-Komplexe zu verhindern, wurde 
phosphatf reier Puffer verwendet (Phosphate verringern 
die Loslichkeit der Konjugate). 
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frischem, Serum enthaltendem Medium gewaschen und 48 h 
spater geerntet. Aliquots von Extrakten (ca. 1/5 jeder 
Probe, entsprechend gleicher Proteinmenge, wurden auf 
Luciferase-Aktivitat untersucht (De Wet et al., 1987). 
Die Bioluminiszenz wurde unter Verwendung des 
Clinilumats (Berthold, Wildbach, BRD ) gemessen. Das 
Ergebnis dieser Untersuchungen ist in Fig.l 
dargestellt. Es zeigte sich, dafi DNA mit Hilfe der 
erf indungsgemaBen {Conjugate in CD4+-Zellen importiert 
wird und die import ierte DNA exprimiert wird, wobei 
die Effizienz des DNA- Imports proportional dem 
anti-CD4/Polylysin-Gehalt ist. 

Beispiel 7 

Transfer und Expression von DNA in CD4+ CHO-Zellen 
mittels antiCD4-Polylysinl90-Konjugaten 

Zunachst wurden CD4+ CHO-Zellen geziichtet, wie in 
Beispiel 6 angegeben. Konjugat/DNA -Komplexe, 
hergestellt wie in Beispiel 5 angegeben, 
enthaltend lOug pRSVL und entweder einen 2:1 oder 
3:1 MasseniiberschuB an antiCD4-Polylysin 90 
(s. Beispiel 1) oder gpl20-Polylysin (s. Beispiel 3), 
wie in Fig. 2 angegeben, wurden in Abwesenheit oder 
Gegenwart von lOOuM Chloroquin den Zellen hinzugefugt. 
Nach weiteren 4 h bei 37°c wurden die Proben mit 
Chloroquin zweimal mit Ham's Medium, enthaltend 
10% fotales Kalberserum gewaschen, wahrend den Proben 
ohne Chloroquin 5 ml desselben Mediums zugefugt wurden. 
Die Zellen wurden weitere 20 h bei 370Q inkubiert und 
Aliquots auf LuciferaseaktivitSt untersucht, wie in 
Beispiel 6 angegeben. Das Ergebnis dieser Versuche 
zeigt Fig. 2. 
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Beispiel 8 

Import von gpl20-Polylysin/pRSVL-Komplexen in CD4+ CHO- 
Zellen 

a) Herstellung von gpl20-Polylysin/DNA-Komplexen 

Die Komplexe wurden hergestellt, indem zunachst 

6 pg DNA in 330 pi HBS bei Raumtemperatur verdiinnt 

wurden (100 pg/ml oder weniger). Als DNA wurde 

pRSVL Plasmid-DNA verwendet (vgl. Beispiel 5). Allquots 

der gpl20-pL190 Konjugate (die Mengen sind in Fig. 3 

angegeben) wurden in 170 pi HBS verdiinnt. Die jeweilige 

Kon j ugatverdiinnung wurde rasch der DNA-Verdiinnung 

hinzugeftigt, 30 min inkubieren gelassen und 

anschlieBend fiir die Transfektion verwendet. 

b) Transfektion von CD4+ Zellen 

CD4+ CHO-Zellen ( Lasky et al., 1987) wurden zu 
6x105 Zellen pro T-25-Flasche in Ham's F-12-Medium 
(Ham, 1965) plus 10 % FCS ( f otales Kalberserum) 
ausgesat . 

18 h spater wurden die Zellen zweimal mit 
Ham's F-12-Medium ohne Serum gewaschen und in diesem 
Medium (5 ml) 5 h lang bei 37 °C bebrutet. Darauf hin 
wurden die Losungen der gpl20-pL/pRSVL Komplexe den 
Zellen beigegeben. Nach 4 Stunden wurde ein gleiches 
Volumen DME-Medium (Dulbecco's modified Eagle's Medium) 
mit einem Gehalt von 10 % fotalem Kalberserum zu jeder 
Probe gegeben. Nach 24 Stunden wurden die Zellen 
geerntet, Extrakte hergestellt und Aliquots 
entsprechend gleichem Proteingehalt (ca. 1/5 des 
Gesamtmaterials ) wie in den vorigen Beispielen auf 
Luciferaseaktivitat untersucht. Die in Fig. 3 
angegebenen Werte entsprechen der Luciferaseaktivitat 
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von 6 x 105 Zellen. Es wurde f estgestellt, da8 die 
Aktivitat der gpl20-pL Konjugate vom Verhaltnis der 
Komponenten abhangt, wobei groBere Aktivitat bei den 
Konjugaten mit niedrigem gpl20 : Polylysin- Verhaltnis 
(Fraktion C, Spuren 5 und 6) und eine sehr geringe Oder 
keine Aktivitat bei der Fraktion mit einem hohen 
gpl20 : Polylysin-Verhaltnis (Fraktion A, 
Spuren 1 und 2) festgestellt wurde. 

Beispiel 9 

Import von gpl20-Polylysin/pRSVL-Komplexen / enthaltend 
nicht-kovalent gebundenes Polylysin, in CD4+ CHO-Zellen 

Diejenigen gpl20-pL Konjugate, die im Beispiel 8 
schlechte Ergebnisse bei der Transfektion gezeigt 
hatten (Fraktionen A und B) wurden daraufhin 
untersucht, ob ein Zusatz von freiem Polylysin die 
DNA-Aufnahme verbessern kann. Es wurden 6 ug DNA und 
12 ug Konjugat verwendet, wobei dem Konjugat jeweils 
vor der Komplexierung mit DNA 1 oder 3 ug Polylysin240 
zugesetzt wurden. Ubereinstimmend mit den fur die 
Transf errin-Kon jugate erhaltenen Ergebnissen wurde eine 
starke Zunahme der Lucif erase-Aktivitat ( 260-f ach oder 
5,2-fach) beobachtet (Fig. 4). 

Beispiel 10 

Import von gpl20-Polylysinl20/pRSVL-Komplexen in CD4+ 
HeLa-Zellen 

CD4+HeLa Zellen (Maddon et al . , 1986) oder normale 
HeLa-Zellen als Kontrolle in DME-Medium plus 10 % FCS 
wurden zu 6x105 zellen pro T25-Flasche ausgesat und 
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anschlieBend gezUchtet, wie in Beispiel 6 fur 
CHO-Zellen angegeben. 

Die Zellen wurden mit gpl20-Polylysin/pRSVL-Komplexen 
bei den angegebenen Konjugat/DNA-Verhaltnissen (Fig. 5) 
in Beruhrung gebracht (bei den gpl20-Polylysin- 
Konjugaten A, B und C handelt es sich urn drei 
Fraktionen einer Mono S-Auf trennung des konjugierten 
Materials aus Beispiel 3b)). Das molare 
gpl20 : Polylysin-Verhaltnis jeder Fraktion ist in 
der Figur angegeben. Nach 4stUndigem Kontakt mit den 
Konjugaten in Abwesenheit von Serum wurde Serum 
enthaltendes Medium zugesetzt und die Zellen nach 
20 h geerntet. 

Aus den Zellextrakten wurden Aliquots, standardisiert 
auf gleichen Proteingehalt , auf Lucif erase- Aktivi tat 
untersucht. Die in der Figur angegebenen Werte 
entsprechen der Lucif erase- Aktivitat von 6x105 Zellen, 
transfiziert mit 6 ug DNA. 


Beispiel 11 

Transfer und Expression von DNA in H9-Zellen mittels 
antiCD7-Polylysinl90-Konjugaten 

a) Zellen der T-Zellinie H9 (Mann et al., 1989) 
wurden in RPM1 1640 Medium, erganzt mit 20 % FCS, 
100 Einheiten/ml Penicilin, 100 ug/ml Streptomycin und 
1 mM Glutamin geziichtet. Unmittelbar vor der 
Transfektion wurden die Zellen durch Zentrif ugation 
gesammelt und zu 100.000 Zellen/ml in frisches Medium 
aufgenommen (1,000.000 Zellen pro Probe) die zur 
Transfektion verwendet wurden. Zum Vergleich mit 
ant iCD7 -Konjugaten wurden Transf err in-Kon jugate 
verwendet. Transf errin-Polylysin-Kon jugate wurden 
hergestellt, wie in der EP-A 1 388 758 beschrieben; 
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als antiCD7-Kon jugate wurden die in Beispiel 4 
beschriebenen verwendet. Die Komplexierung mit DNA 
wurde vorgenommen, wie in Beispiel 5 angegeben. Fur die 
transiente Transfektion in H9-Zellen wurde als DNA das 
Plasmid pHLuci verwendet, das die HIV-LTR-Sequenz, 
verbunden mit der fur Lucif erase kodierenden Sequenz, 
gefolgt von der SV40-Intron/polyA-Stelle, enthait: Das 
Hindi I I - Fragment , enthaltend das Protease 2A-Gen, von 
pHIV/2A (Sun und Baltimore, 1989) entfernt und durch 
ein Hindu I/Smal -Fragment von pRSVL (De Wet et al., 
1987), enthaltend die fur Lucif erase kodierende 
Sequenz, ersetzt. Die beiden Fragmente wurden Uber die 
Hindlll-Stellen (nach Herstellen glatter Enden mittels 
Klenow- Fragment ) verbunden und dann uber die glatte 
SMAl-Stelle mit der nunmehr glatten Hindlll-Stelle 
verbunden. Ein Klon mit der richtigen Orient ierung der 
Lucif erase-Gensequenz wurde ausgewahlt. Dieses Plasmid 
benotigt fur starke Transkriptionsaktivitat das 
TAT-Gen-Produkt. Dieses wird durch Co-Transf ektion mit 
dem Plasmid pCMVTAT, welches fur das HIV-TAT-Gen unter 
der Kontrolle des CMV immediate early promoter kodiert 
(Jakobovits et al., 1990) bereitgestellt . Die fur die 
Transfektion verwendeten DNA-Komplexe enthielten eine 
Mischung von 5 pg pHLuci und 1 pg pCMVTAT. Die 
DNA/Polykation-Komplexe (500 pi) wurden zu der 
10 ml Zellprobe hinzugegeben und 4 h lang in Gegenwart 
von 100 pM Chloroquin inkubiert. AnschlieBend wurden 
die Zellen in frisches Medium gewaschen, 40 h spater 
geerntet und auf Lucif erase-Aktivitat untersucht, wie 
in den vorangegangenen Beispielen angegeben. Die 
Ergebnisse (in Lucif erase-Lichteinheiten ) sind in 
Fig. 6 dargestellt: Es zeigte sich, daB die Luciferase- 
Aktivitat mit steigenden Mengen von antiCD7-Polylysin- 
Konjugat, komplexiert mit 6 pg DNA, zunimmt ( Proben 1, 
2 und 3 ) . Eine weitere Steigerung der Aktivitat wurde 
beobachtet, wenn 6 pg Konjugat zusammen mit 1 pg freiem 
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Polylysin zur Komplexbildung verwendet wurden 
( Probe 4 ) , ein weiterer Zusatz von Polylysin 
beeintrachtigte den Gen-Transport ( Probe 5 ) . ( Die mit 
Transferrin- Polylysin-Konjugaten durchgef uhrten 
Vergleichsversuche sind mit 6 und 7 bezeichnet. ) 

b) Eine weitere Versuchsreihe zur Transfektion mit 
Hilfe der Antikorper-Kon jugate wurde unter Verwendung 
des Plasmids pSSTNEO durchgef uhrt. Dieses Plasmid, das 
ein Neomycin-Resistenz-Gen als Marker enthalt, wurde 
unter Verwendung von antiCD4-, antiCD7- und (zum 
Vergleich) Trans ferrin-Polylysinl90-Konjugaten in 
H9-Zellen eingefiihrt (es wurden 6 ug DNA pro 10& Zellen 
verwendet; die optimalen Transf ektionsbedingungen waren 
in Vorversuchen mit Hilfe transienter Luciferase - 
Assays ermittelt worden). Das Plasmid pSSTNEO enthalt 
das groBe Sst-Fragment des pUCu- Locus (Collis et al., 
1990), der die HSV TK-neo-Einheit enthalt. Ein 
63 bp-Fragment, enthaltend eine einzige Ndel-Stelle war 
in die Asp718-Stelle eingefiihrt worden. Aliquots der 
transf izierten Zellen (enthaltend eine definierte 
Zellzahl) wurden daraufhin in ein halbfestes 
Methylcellulose-Medium, enthaltend 1000 ug/ml G418, 
verdiinnt. Dazu wurden Aliquots der Zellen 3 Tage nach 
Transfektion mit DNA, enthaltend den Neomycin-Marker , 
in ein halbfestes Medium, das zusatzlich zu den 
normalen Anf orderungen 0,5-1 mg/ml G418 und 
20 mg/ml Methylcellulose enthielt, ausplattiert . 
(Zur Herstellung des halbfesten Selektionsmediums 
wurde unter sterilen Bedingungen eine Ltisung von 
20 g Methylcellulose in 460 ml Wasser hergestellt. ) 
Daraufhin wurden 500 ml doppelt konzentriertes, 
erganztes Nahrmedium, ebenfalls hergestellt unter 
sterilen Bedingungen, mit der Methylcellulose-Losung 
vereinigt, das Volumen auf 1 1 gebracht und das Medium 
aber Nacht bei 4°C geruhrt. 50 ml Aliquots dieses 
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Mediums wurden, gegebenenfalls nach Lagerung bei 
-20°C, mit je 10 ml Serum versetzt und das Volumen mit 
Komplettmedium ohne Serum auf 100 ml gebracht. In 
diesera Schritt wurde G418 hinzugefiigt. Ein 2,5 ml 
Aliquot des Methylcellulose-Mediums wurde mit einem 
50 bis 100 pi Aliquot der Zellsuspension vermischt und 
ca. 1 ml dieser Mischung in Kulturschalen ausgegossen. 
Die Bebriitung erfolgte bei 37 °C unter C02-Atmosphare. 
Ca. 10 bis 14 Tage spater wurden die G418-resistenten 
Zellen gezahlt (nur Kolonien mit mehr als 200 Zellen 
wurden als positiv gewertet ) . Die Ergebnisse sind in 
Fig. 4 dargestellt (es ist die Zahl von G418 resistenten 
Kolonien/1000 Zellen 10 Tage nach Einbringen in das 
Antibiotika-Medium auf getragen ) . 

Beispiel 12 

Herstellung von Protein-A-Polylysinl90-Konjugaten 

Eine Losung von 4,5 mg Protein-A (Pierce, No. 21182, 
107 nmol) in 0,5 ml 100 mM HEPES pH 7,9 wurde mit 
30 ul 10 mM ethanolischer Losung von SPDP (Pharmacia) 
versetzt. Nach 2 h bei Raumtemperatur wurde uber eine 
GelsSule Sephadex G 25 filtriert (Eluens 50 mM 
HEPES-Puffer pH 7,9) wobei 3,95 mg (94 nmol) Protein-A, 
modifiziert mit 245 nmol Pyridyldithiopropionatresten, 
erhalten wurden. Poly( L )lysinl90, Fluoreszenzmarkierung 
mittels FITC, wurde analog mit SPDP modifiziert und 
durch Behandlung mit Dithiothreitol und nachfolgender 
Gelf iltration in die mit freien Mercaptogruppen 
modifizierte Form gebracht. 

Eine Losung von 53 nmol Polylysinl90, modifiziert mit 
150 nmol Mercaptogruppen, in 0,8 ml 30 mM 
Natriumacetatpuf fer wurde unter Sauerstof f ausschluB mit 
oben angefOhrtem modif iziertem Protein-A gemischt und 
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uber Nacht bei Raumtemperatur stehen gelassen. Das 
Reaktionsgemisch wurde durch Zugabe von 5 M NaCl auf 
einen Gehalt von ungefahr 0,6 M gebracht. Die 
Isolierung der Konjugate erfolgte durch 
Ionenaustauschchromatographie (Mono S, Pharmacia, 
50 mM HEPES pH 7,3, Salzgradient 0,6 M bis 3 M NaCl); 
nach Fraktionierung und Dialyse gegen 25 mM HEPES 
pH 7,3 wurden zwei Konjugatf raktionen A und B, 
bestehend aus 1,15 mg (27 nmol ) Protein-A, modifiziert 
mit 5 nmol Polylysinl90 ( im Falle der Fraktion A) 
bzw- 2,6 mg (6,2 nmol) Protein-A, modifiziert mit 
40 nmol Polylysinl90 (Fraktion B), erhalten. 
Die Komplexe mit DNA wurden analog Bei spiel 5 
hergestellt . 

Beispiel 13 

Transfektion von CD4+ Zellen mit Protein A-Polylysin- 
Kon j ugaten 

CD4-exprimierende HeLa-Zellen (s. Beispiel 10) wurden 
zu 6 x 105 Zellen/T25-Flasche ausgesat und anschlieBend 
in DME-Medium plus 10 % FCS gezuchtet. Wo in Fig. 7 
angegeben, wurden die Zellen mit dem AntikGrper 
(anti-CD4gp55kD, IOT4, Immunotech ) (3 pg/Probe) 
1 h lang bei Raumtemperatur vorinkubiert . In der 
Zwischenzeit wurden Protein A-Polylysinl90/DNA-Komplexe 
in 500 ul HBS, enthaltend 6 pg pRSVL und die 
angegebenen Mengen Protein A-Polylysinl90 plus 
zusStzliches freies Polylysin, wie in Beispiel 5 
hergestellt. Nach Ende der Istundigen Inkubation wurden 
die Zellen in 4,5 ml frisches Medium gegeben und die 
500 ul DNA-Probe bei 37 °C zu den Zellen zugegeben. Nach 
4 h wurden diejenigen Proben, die 100 uM Chloroquin 
enthielten (Proben 9-12) in frisches Medium gewaschen, 
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wahrend die Prober* 1-8 bis zur Ernte mit der DNA 
inkubiert wurden. Fur den Lucif erase- Assay wurden die 
Zellen 20 h spater geerntet. Die Ergebnisse der 
Versuche sind in Fig. 7 dargestellt. Es zeigte sich, 
daB die Lucif erase- Aktivi tat von der Gegenwart von 
Protein A-Polylysin im DNA- Komplex abhangig war 
(Proben 1-4, 5, 6). Bei den Proben 5-8, 11, 12 wurde 
DNA- Transport mittels des Protein A-Komplexes ohne 
Antikorper-Vorbehandlung nachgewiesen; der DNA- Import 
wurde jedoch um ca. 30 % gesteigert, wenn die Zellen 
mit dem Antikorper, der das Zelloberf lachenprotein CD4 
erkennt, vorbehandelt wurden (Proben 1-4, 9, 10). Es 
wurde weiters festgestellt , daB die Anwesenheit von 
Chloroquin kelne Steigerung der DNA-Expression 
hervorruft (vgl. die Proben 1-8 mit den Proben 9-12). 
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Patentanspriiche 

Neue Protein-Polykation-Konjugate, die befahigt 
sind, mit Nukleins^uren oder NukleinsSureanalogen 
losliche Komplexe zu bilden, die in menschliche 
oder tierische Zellen aufgenommen werden, dadurch 
gekennzeichnet, daB der Proteinanteil der 
Kon jugate ein Protein mit der F&higkeit ist, an 
ein von Zellen der T-Zell-Abstammungslinie 
exprimiertes Zelloberf lSchenprotein zu binden, so 
daB die gebildeten Komplexe in Zellen, die das T- 
Zelloberf lachenprotein exprimieren, aufgenommen 
werden . 

Kon jugate nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB ihr Proteinanteil ein, vorzugsweise 
monoklonaler, Antikorper, bzw. ein Fragment davon, 
ist, gerichtet gegen das 
T-Zelloberf lachenprotein. 

Kon j uga te nach Anspruch 1 oder 2 , dadurch 
gekennzeichnet, daB sie ein Protein mit der 
F&higkeit enthalten, an CD4 zu binden. 

Kon j ugate nach Anspruch 3 , dadurch gekennzeichnet , 
daB sie einen monoklonalen Anti-CD4-Antikorper 
bzw. das Fragment davon enthalten, das ein gpl20 
bindendes Epitop aufweist. 

Kon jugate nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, 
daB sie als Protein HIV-1 gpl20 bzw. ein homologes 
Protein verwandter Retroviren oder ein Fragment 
davon enthalten, das an CD4 bindet . 

Kon jugate nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, daB sie ein Protein enthalten, das 
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an einen auf T-Zellen exprimierten Tumormarker 
bindet . 

7. Kon jugate nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet , 
daB sie ein Protein enthalten, das an CD7 bindet. 

8. Kon jugate nach einem der Ansprtiche 2, 4, 6 oder 7, 
dadurch gekennzeichnet, daS sie einen Antikorper 
in direkt an das Polykation gekoppelter Form 
enthalten. 

9. Kon jugate nach einem der Ansprtiche 2, 4, 6 oder 7, 
dadurch gekennzeichnet, daS sie einen Antikorper 
in uber an Polykation gekoppeltes Protein A 
gebundener Form enthalten. 

10. Protein A -Polykation- Kon jugate zur Herstellung von 
Antikorper-Konjugaten nach Anspruch 9. 

11. Kon jugate nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Polykation ein, gegebenenf alls 

modif iziertes, Protamin ist. 

12. Konjugate nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Polykation ein, gegebenenf alls 

modif iziertes, Histon ist. 

13. Konjugate nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Polykation ein synthetisches homologes 
oder heterologes Polypeptid ist. 

14. Konjugate nach Anspruch 13, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Polypeptid Polylysin ist. 
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Kon jugate nach einem der Anspruche 11 bis 14, 
dadurch gekennzeichnet, daB das Polykation ca. 20 
bis 500 positive Ladungen aufweist. 

Kon jugate nach einem der Anspruche 11 bis 15, 
dadurch gekennzeichnet, da8 das molare Verhaltnis 
T-Zell-bindendes Protein: Polykation etwa 10:1 bis 
1:10 betragt. 

Neue Protein-Polykation/Nukleinsaure-Komplexe, die 

in menschliche oder tierische Zellen aufgenommen 

werden, dadurch gekennzeichnet, da8 der 

Proteinanteil der Kon jugate ein Protein mit der 

Fahigkeit 1st, an ein von Zellen der T-Zell- 

Abstammungslinie exprimiertes 

Zelloberf lachenprotein zu binden, so daB die 

gebildeten Komplexe in Zellen, die das 

T- Zelloberf lachenprotein exprimieren, aufgenommen 

werden . 

Komplexe nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, 
daB sie als Konjugat-Anteil eines der in den 
Anspruchen 1 bis 9 oder 11 bis 16 definierten 
Konjugate enthalten. 

Komplexe nach einem der Anspruche 17 oder 18, 
dadurch gekennzeichnet, daB sie zusatzlich ein 
nicht-kovalent gebundenes Polykation, das 
gegebenenfalls identisch ist mit dem Polykation 
des Konjugats, derart enthalten, daB die durch das 
Konjugat erzielte Internalisierung und/oder 
Expression der Nukleinsaure gesteigert wird. 

Komplexe nach einem der Anspruche 17 bis 19, 
dadurch gekennzeichnet, daB sie eine 
virusinhibierende Nukleinsaure enthalten. 
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21. Komplexe nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet , 
daB sie eine Nukleinsaure enthalten, die 
Replikation und Expression des HIV-1 Virus Oder 
verwandter Retroviren inhibiert. 

22. Komplexe nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, 
daB die inhibierende Nukleinsaure Komplementaritat 
zu Sequenzen des HIV-l-Genoms aufweist. 

23. Komplexe nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Nukleinsaure Komplementaritat zu Sequenzen 
des tat-Gens aufweist. 

24. Komplexe nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet:, 
daB die Nukleinsaure Komplementaritat: zu Sequenzen 
des rev-Gens aufweist. 

25. Komplexe nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Nukleinsaure Komplementaritat zu Sequenzen 
des nef-Gens aufweist. 

26. Komplexe nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Nukleinsaure Komplementaritat zu LTR- 
Sequenzen aufweist. 

27. Komplexe nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Nukleinsaure Komplementaritat zur tar- 
Sequenz aufweist. 

28. Komplexe nach einem der Anspruche 20 bis 27, 
dadurch gekennzeichnet, daB sie eine inhibierende 
Nukleinsaure in Form eines Ribozyms, 
gegebenenf alls zusammen mit einer Carrier-RNA, 
bzw. des dafOr kodierenden Gens enthalten. 
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Komplexe nach Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet, 
daB sie eine Nukleinsaure in Form einer 
genet ischen Einheit, bestehend aus einem tRNA-Gen 
als Carrier-Gen und einem innerhalb dieses Gens 
angeordneten Ribozym-Gen , enthalten . 

Komplexe nach einem der Ansprtiche 20 bis 27, 
dadurch gekennzeichnet, daB sie eine inhibierende 
Nukleinsaure in Form eines, gegebenenf alls 
modif izierten, Antisense-Oligonukleotids, 
gegebenenf alls zusammen mit einer Carrier- 
NukleinsSure, bzw. im Fall eines RNA- 
Oligonukleotids des dafur kodierenden Gens 
enthalten. 

Komplexe nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet , 
daB sie eine Nukleinsaure, kodierend fur ein 
Virusprotein, das eine trans-dominante Mutation 
aufweist, enthalten. 

Komplexe nach einem der Anspruche 17 bis 19, 
dadurch gekennzeichnet, daB sie eine Oncogen- 
inhibierende Nukleinsaure enthalten. 

Komplexe nach Anspruch 32, dadurch gekennzeichnet, 
daB sie eine Oncogen-inhibierende Nukleinsaure in 
Form eines Ribozyms, gegebenenf alls zusammen mit 
einer Carrier-RNA, bzw. des dafur kodierenden Gens 
enthalten. 

Komplexe nach Anspruch 33, dadurch gekennzeichnet, 
daB sie eine Oncogen-inhibierende Nukleinsaure in 
Form eines Ribozyms, gegebenenf alls zusammen mit 
einer Carrier-RNA, bzw. des dafiir kodierenden Gens 
enthalten. 
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35. Komplexe nach einem der Anspruche 17 bis 19, 
dadurch gekennzeichnet, da8 sie als Nukleinsaure 
ein therapeutisch Oder gentherapeutisch wirksames 
Gen bzw. einen Genabschnitt enthalten. 

36. Verfahren zum Einfiihren von Nukleinsaure in 
Zellen, die ein T-Zelloberf lachenprotein 
exprimieren, wobei man aus einem der in Anspruchen 
1 bis 9 Oder 11 bis 16 definierten Protein- 
Polykation-Konjugat und NukleinsSure( n) , 
gegebenenfalls in Gegenwart von nicht-kovalent 
gebundenem Polykat ion, einen der in den Anspruchen 
17 bis 35 definierten, vorzugsweise unter 

physio logischen Bedingungen 16s lichen, Komplexe 
bildet und Zellen, die das T- 

Zelloberf l&chenprotein exprimieren, gegebenenfalls 
unter Bedingungen, unter denen der Abbau von 
Nukleinsaure in der Zelle inhibiert wird, mit 
diesem Komplex in Beriihrung bringt. 

37. Verfahren nach Anspruch 36, wobei man aus einem 
Protein A-Polykation-Konjugat , bestehend aus 
Protein A und einem der in den Anspruchen 11 bis 
15 definierten Polykationen und einer der in den 
Anspruchen 20 bis 35 definierten Nukleinsauren 
einen Komplex bildet und in Gegenwart eines 
Antikorpers, gerichtet gegen ein T- 
Zelloberf lachenprotein, mit Zellen, die dieses 
Oberf lachenprotein exprimieren, in Beriihrung 
bringt, wobei der Antikorper an den Konjugat- 
Anteil des Komplexes gebunden wird. 

38. Pharmazeutische Zubereitung, enthaltend als 
wirksame Komponente eine Oder mehrere 
therapeutisch oder gentherapeutisch wirksame 
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NukleinsSure(n) in Form eines der in den 
Ansprilchen 17 bis 35 definierten Komplexe. 
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Zusammenf assung 

Neue Protein-Polykation-Konjugate, die befahigt sind, 
mit Nukleinsauren Oder Nukleinsaurenanalogen losliche 
Komplexe zu bilden, enthalten als Proteinanteil ein 
Protein mit der Fahigkeit, an ein von Zellen der T- 
Zell-Abstammungslinie exprimiertes 

Zelloberf lachenprotein zu binden, so daB die gebildeten 
Komplexe in Zellen, die das T-Zelloberf lachenprotein 
exprimieren, aufgenonunen werden. Komplexe fur die 
Verwendung in pharmazeutischen Zubereitungen enthalten 
eine therapeutisch oder gentherapeutisch wirksame 
Nukleinsaure . 
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